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An introduction to the subjects in this thesis is provided in chapter 1. High-grade Cervical Intraepithelial Neoplasia (CIN2 and CIN3) is the precursor of cervical cancer and is caused by cervical infection with the human papillomavirus (HPV). In the Netherlands, approximately 5,000 women are treated for high-grade CIN every year. On the long term, approximately 30% of high-grade CIN lesions will progress to cervical cancer. On the other hand, 20-40% would show spontaneous regression when left untreated, but these lesions cannot be identified by current histopathological assessment. Spontaneous regression of CIN2 is even more common: up to 74% of these lesions are cleared without treatment. Clearance of CIN lesions is performed by the human immune system. Historically, all high-grade CIN lesions were treated by surgical excision, most commonly by Large Loop Excision of the Transformation Zone (LLETZ). This is an effective treatment modality, but is associated with an approximate twofold increased risk of premature birth in subsequent pregnancies. For this reason, guidelines now advice upon observational management of CIN2 in younger women. Adherence to this recommendation is not optimal, though. CIN3 is still routinely treated with surgical excision, due to its higher potential for malignant evolution. Taken together, a significant number of women is subjected to surgical treatment of high-grade CIN with associated side effects, many of whose lesions would have regressed spontaneously. To reduce overtreatment of CIN, one would ideally be able to predict the disease outcome in individual women to select for observational treatment. Additionally, to reduce side effects of surgical treatment, non-surgical treatment modalities could be applied. Imiquimod, a cream with antiviral and antitumor properties, is the only non-surgical treatment modality currently included in the Dutch treatment guideline for CIN. Clinical application of imiquimod is limited, though, for reasons unknown. Based on these findings, the aims of this thesis were (1) assessment of clinical and molecular biomarkers as predictors of spontaneous regression of high-grade CIN and (2) assessment of clinical applicability of imiquimod cream as a non-surgical treatment modality for high-grade CIN.
Assessment of clinical and molecular biomarkers as predictors of spontaneous regression of high-grade CIN
Prognostic biomarkers could be applied to predict the natural disease outcome of high-grade CIN. Cervical oncogenesis and regression of CIN is the result of a complex interaction between the human immune system, viral factors and functional cellular mechanisms in the cervical epithelium. Biomarkers should be identified at the different levels of this interaction. In chapter 2, we therefore first provided an overview of the pathophysiological processes in cervical oncogenesis and regression of CIN. Next, we conducted a review on previously studied prognostic biomarkers in high-grade CIN. None of the included studies was performed according to established criteria for biomarker research (PROBE criteria). We concluded that none of the studied biomarkers are currently fit for clinical implementation, but several promising biomarkers were identified. These include viral genotype and viral DNA methylation (viral factors), HLA-subtypes, markers of lymphoproliferative response, telomerase amplification and HPV-induced epigenetic effects (host factors) and Ki67, p53 and pRb (cellular factors).
Human Leucocyte Antigens (HLA) alleles were identified a candidate prognostic biomarker for spontaneous regression of high-grade CIN. An individuals' HLA repertoire determines the immune capacity, potentially influencing the capability of CIN clearance. In chapter 3, we assessed HLA-A, -B, -C, -DRB1 and -DQB1 alleles as prognostic biomarkers in a cohort of 32 women with high-grade CIN, who were followed for a median of 112 days before LLETZ was performed. We found no association was between any HLA allele and spontaneous regression of high-grade CIN. We did find a significant association between the HLA-DRB1*13/14 alleles and HPV status: all patients with these alleles were HPV16-negative, while HPV16 positive lesions did occur in patients without an HLA-DRB1*13/14 allele. HLA-DRB1*13/14 may therefore be protective against the development of HPV16-induced high-grade CIN. This indicates an early and HPV16-specific protective effect of an HLA-DRB1*13/14 epitope.
Gain of the human telomerase RNA gene (hTERC) was also identified as a promising biomarker for disease outcome in high-grade CIN. Overexpression of hTERC allows cells to avoid apoptosis, and thus contributes to carcinogenesis. In chapter 4, we assessed whether gain of the chromosomal 3q26 region -which contains the hTERC gene -, can predict the natural prognosis of high-grade CIN. To this aim, we first performed a review of the currently available literature. Eight studies were identified, most of which were performed in women with low-grade lesions. All studies found an association between 3q26 gain and disease prognosis. Positive predictive values (PPV) ranged from 50-93%, negative predictive values (NPV) ranged from 75-100%. Next, we performed a pilot study in 19 women with high-grade CIN who were followed for a mean of 115 days before LLETZ was performed. 3q26 gain was found in 15 lesions, of whom 10 showed disease persistence and 5 showed disease regression. Four lesions showed no 3q26 gain, all these lesions regressed. This resulted in a positive predictive value of 3q26 gain for disease persistence of 67%, and a negative predictive value of 100%. As such, the absence of 3q26 gain is an indicator of disease regression, but the test characteristics of 3q26 gain are insufficient for implementation as an individual prognostic biomarker. Further studies could focus on 3q26 gain as part of a prognostic biomarker profile, to improve test characteristics.
Treatment guidelines advice upon observational management of CIN2 lesions in younger women. However, adherence to this recommendation is not optimal. In the era of personalized medicine and shared decision making, a prediction model for spontaneous regression of CIN2 could improve the counseling of women with CIN2 for observational or invasive treatment. In Chapter 5, we developed such a prediction model. Analysis of 129 women with CIN 2 who were managed by watchful waiting for 6-24 months resulted in a prediction model that consisted of four simple clinical parameters: (1) smoking status, (2) PAP smear result, (3) concomitant CIN 1 in the same biopsy and (4) amount of biopsies containing CIN 2. The area under the curve of the model was 69.2% [95% confidence interval (CI), 58.5-79.9%], indicating a moderate-to-good discriminative ability of the model. The model proved to be more accurate in prediction of disease regression than disease persistence. The model can thus be applied to reassure patients that observational management is a good option when the model indicates a high probability of regression. As such, this prediction model for spontaneous regression of CIN 2 may aid physicians in the personalized management of these lesions.
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In 2017, a new national screening program for cervical cancer was introduced, based on primary HPV screening instead of primary cytological screening. As a consequence, most newly diagnosed CIN lesions are now high-risk (hr)HPV positive. The prediction model described in the previous chapter was developed in a population of both hrHPV-positive and -negative women, potentially making it less applicable in a population of exclusively hrHPV positive women with CIN2. Therefore, we aimed to identify prognostic factors for disease outcome in this subgroup of women, in chapter 6. We analyzed 9 potential prognostic factors in 56 women with hrHPV positive CIN2: HPV16/18 status, p16 staining, KI67 staining, age, smoking status, last PAP smear result, multiple CIN2 lesions, oral contraception use and parity. Not smoking and nulliparity were identified as significant prognostic factors for disease regression. These factors should be considered in individual patient counseling regarding the choice between immediate treatment or conservative management.
Assessment of clinical applicability of imiquimod cream as a non-surgical treatment modality for high-grade CIN
In order to assess clinical applicability of imiquimod in CIN, we first evaluated the knowledge, experiences and attitudes of physicians regarding imiquimod treatment of high grade CIN and the preferences of women with high grade CIN for either surgical or imiquimod treatment. As described in chapter 7, we sent a 37-item questionnaire to all Dutch gynecologists who regularly perform colposcopies. Of the 77 respondents, 58% were aware of imiquimod for treating CIN. Only five respondents had used imiquimod to treat CIN and reported generally successful treatment outcomes but frequent side effects. Among all respondents, 96% stated that they would consider using imiquimod to treat high-grade CIN in selected patients, but only upon additional evidence and inclusion into treatment guidelines. Patient preferences were assessed in chapter 8. A discrete choice experiment (DCE) was conducted among 100 women with abnormal cervical cytology in five hospitals in the Netherlands. Participants were asked to choose between imiquimod treatment or standard surgical treatment in nine separate scenarios, in which the treatment characteristics of both modalities were varied. The DCE showed that most women prefer LLETZ treatment over imiquimod. As expected, the choice for imiquimod treatment was influenced by a future pregnancy desire. Additionally, subgroup analyses revealed women with a future pregnancy desire accept a lower treatment efficacy of imiquimod than women without this desire, but a minimum treatment efficacy of 72% is still required. We concluded that imiquimod treatment does not seem appropriate for all women with high-grade CIN, but rather for a subgroup of women with a future pregnancy desire, in order to prevent surgical treatment with a risk of premature birth in subsequent pregnancy.
The current recommendation in the Dutch guideline on imiquimod treatment of CIN is based on one RCT. The implementation of a new treatment modality requires robust evidence of its efficacy. Indeed, our survey among gynecologists showed that additional evidence is wanted. For this reason, we designed the TOPIC trial, as described in chapter 9a. This was an RCT, designed to assess short and long-term efficacy of imiquimod treatment in high-grade CIN, as well as side effects and quality of life associated with the treatment modality. The study included three arms: an imiquimod treatment arm, a LLETZ treatment arm and an observational arm, in which women were followed for a maximum of 20 weeks with a control colposcopy after 10 weeks. The purpose of this observational arm was to study prognostic biomarkers in high-grade CIN. The inclusion of women into the study was first hampered by this observational arm, which was therefore removed from the study. Thereafter, inclusions were hampered by a strong preference of women for either of the two treatment modalities: most women did not want to be randomized between imiquimod and LLETZ treatment. The study was therefore prematurely terminated, as is described in chapter 9b, and converted to a non-randomized trial (TOPIC-3 study). In this study, women could choose the treatment modality of their preference. In addition to treatment efficacy, sideeffects and quality of life, the TOPIC-3 also studies predictive biomarkers for treatment outcome of imiquimod. This would enable identification of women in whom an adequate response to imiquimod is expected. The TOPIC-3 study is currently running in three centers in the Netherlands. All 120 women have been included at the time of writing. The first study results are expected in the spring of 2019.
In chapter 10, the findings of this thesis are discussed in a general perspective and with regard to their implications for clinical care and future research. This thesis provides evidence and tools for alternative management strategies in high-grade CIN, focusing on the prediction of spontaneous regression with prognostic biomarkers and immunotherapy with imiquimod.
Conclusions, recommendations and future perspectives
-Prognostic biomarker research is challenging, but short-term observational studies do provide an opportunity for further research in this field. Future prognostic biomarker research should focus on the development of biomarker panels or prediction models, instead of individual markers, and should be performed according to the PROBE criteria for biomarker research.
-Future prognostic biomarker research should distinguish between CIN2 and CIN3 lesions, given the distinct difference in spontaneous regression rates. This distinction should be based on conventional histopathological assessment, until better methods are available.
-3q26 gain, smoking status and parity could be considered as part of a biomarker profile or prediction model for spontaneous regression of high-grade CIN.
-Based on physician's opinions and patient preferences, imiquimod qualifies as a non-surgical treatment alternative to LLETZ treatment, mainly for women with a future pregnancy desire, to avoid the risk of premature birth in subsequent pregnancies caused by conventional surgical treatment.
-Additional evidence on the clinical applicability of imiquimod in high-grade CIN (including treatment efficacy and side effects) is necessary and will be provided by the TOPIC3 study.
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Hoofdstuk 1 is een introductie op de onderwerpen van dit proefschrift. Hooggradige Cervicale Intraepitheliale Neoplasie (CIN2 en CIN3) is een voorloperstadium van baarmoederhalskanker en wordt veroorzaakt door een infectie met het humaan papillomavirus (HPV). In Nederland worden jaarlijks ongeveer 5000 vrouwen behandeld voor een hooggradige CIN. Op de lange termijn ontwikkelt ongeveer 30% van de hooggradige CIN afwijkingen zich tot baarmoederhalskanker. Aan de andere kant vertoont 20-40% van de afwijkingen spontane regressie zonder behandeling. Op basis van het standaard histopathologisch onderzoek kunnen deze afwijkingen echter niet worden onderscheiden van afwijkingen die niet in regressie gaan. Spontane regressie van alleen CIN2 komt nog vaker voor: tot 74% van deze afwijkingen verdwijnt zonder behandeling. Regressie van CIN afwijkingen vindt plaats onder invloed van het immuunsysteem. Tot voor kort werden alle hooggradige CIN afwijkingen chirurgisch behandeld, meestal met een lisexcisie (ook wel genoemd: Large Loop Excision of the Transformation Zone -LLETZ). Dit is een effectieve behandeling, maar deze is geassocieerd met een verdubbeld risico op vroeggeboorte in een volgende zwangerschap. Om deze reden wordt in nationale en internationale richtlijnen nu een observationeel beleid geadviseerd bij jonge vrouwen met CIN2. Deze aanbeveling wordt echter niet altijd opgevolgd. CIN3 wordt nog steeds routinematig behandeld met een lisexcisie, gezien het grotere risico op progressie naar kanker. Al met al wordt een behoorlijk aantal vrouwen blootgesteld aan chirurgische behandeling van hooggradige CIN met bijbehorende bijwerkingen en risico's, terwijl een groot deel van hun afwijkingen spontaan zou verdwijnen zonder behandeling. Om deze overbehandeling te voorkomen zou het natuurlijke beloop van hooggradige CIN idealiter voorspelbaar zijn, om vrouwen met een grote kans op regressie te selecteren voor observationeel beleid. Bij vrouwen voor wie behandeling toch nodig is, zouden bijwerkingen van de lisexcisie kunnen worden voorkomen door het toepassen van een niet-chirurgische behandeling. Imiquimod, een crème werkzaam tegen virussen en bepaalde tumorcellen, is de enige niet-chirurgische behandeling die momenteel is opgenomen in de Nederlandse behandelrichtlijn voor CIN. De klinische toepassing van imiquimod is echter beperkt. Bovenstaande kennis en overwegingen hebben geleid tot de volgende doelstellingen van dit proefschrift: (1) evaluatie en identificatie van klinische en moleculaire biomarkers als voorspellers van spontane regressie van hooggradige CIN en (2) bepalen van de klinische toepasbaarheid van imiquimod crème in de behandeling van hooggradige CIN.
Klinische en moleculaire biomarkers als voorspellers van spontane regressie van hooggradige CIN
Prognostische biomarkers zouden kunnen worden toegepast om het natuurlijke beloop van hooggradige CIN te voorspellen. De ontwikkeling en regressie van CIN wordt bepaald door een complexe interactie tussen het menselijke immuunsysteem, virale factoren en functionele cellulaire mechanismen in het cervicale epitheel. Biomarkers moeten worden gezocht in de verschillende gebieden van deze interactie. In hoofdstuk 2 wordt daarom eerst een overzicht gegeven van de pathofysiologische processen in de ontwikkeling en regressie van CIN. Vervolgens wordt een review beschreven van eerder bestudeerde prognostische biomarkers. Geen enkele van de geïncludeerde studies werd verricht volgens de bestaande criteria voor biomarker onderzoek (PROBE criteria). Wij concludeerden dat geen enkele bestudeerde biomarker momenteel geschikt is voor toepassing in de dagelijkse praktijk. Er werd wel een aantal veelbelovende markers geïdentificeerd, namelijk: het virale genotype en methylering van het virale DNA (virale factoren), HLA subtypen, markers van de lymfoproliferatieve respons, telomerase amplificatie en epigenetische factoren (gastvrouw factoren), en immunohistochemische expressie van Ki67, p53 en pRb (cellulaire factoren).
Humane leukocyten antigenen (HLA) allelen werden door ons geïdentificeerd als mogelijke prognostische biomarkers voor spontane regressie van hooggradige CIN. De samenstelling van de HLA allelen bepalen de capaciteit van het individuele immuunsysteem, waardoor mogelijk de spontane regressie van hooggradige CIN wordt beïnvloed. In hoofdstuk 3 onderzochten we de prognostische waarde van de HLA-A, -B, -C, -DRB1 en -DQB1 allelen in 32 vrouwen met hooggradige CIN, die na een observationele periode van gemiddeld 112 dagen werden behandeld met een lisexcisie. We vonden geen associatie tussen HLA allelen en spontane regressie van hooggradige CIN. We vonden wel een significante associatie tussen HLA-DRB1*13/14 allelen en HPV status: alle vrouwen met deze allelen waren HPV16 negatief, terwijl HPV16 positieve CIN wel voorkwam bij vrouwen zonder deze allelen. HLA-DRB1*13/14 zou daarom kunnen beschermen tegen de ontwikkeling van HPV16 geassocieerde hooggradige CIN. Dit wijst op een vroeg en HPV16 specifiek beschermend effect van HLA-DRB1*13/14.
Chromosomale winst van het Humaan Telomerase RNA gen (hTERC) werd ook geïdentificeerd als mogelijke prognostische biomarker in hooggradige CIN. Toegenomen expressie van hTERC door chromosomale winst voorkomt celdood en draagt daarmee bij aan de ontwikkeling van kanker. In hoofdstuk 4 onderzochten we of chromosomale winst van de 3q26 regio, waarop het hTERC zich bevindt, de prognose van hooggradige CIN kan voorspellen. We verrichtten eerst een review van alle reeds beschikbare studies op dit gebied. Er werden acht studies gevonden, waarvan de meeste echter waren uitgevoerd in vrouwen met (grotendeels) laaggradige afwijkingen. Alle studies vonden een associatie tussen 3q26 winst en de ziekte-uitkomst. Positief voorspellende waarden varieerden van 50-95%, negatief voorspellende waarden varieerden van 75-100%. Vervolgens voerden we een pilot study uit in 19 vrouwen met een hooggradige CIN, die na een observationele periode van gemiddeld 115 dagen werden behandeld met een lisexcisie. Chromosomale winst van 3q26 werd gevonden in 15 afwijkingen, waarvan er 10 in regressie gingen en 5 persisteerden. Vier afwijkingen vertoonden geen 3q26 winst, al deze afwijkingen gingen in regressie. Deze bevindingen resulteren in een positief voorspellende waarde voor het persisteren van de afwijking van 67% en een negatief voorspellende waarde van 100%. De afwezigheid van 3q26 winst zou dus een prognostische factor kunnen zijn voor spontane regressie. Echter, de testkarakteristieken van 3q26 winst zijn onvoldoende voor implementatie ervan als een individuele prognostische factor. In vervolgstudies zou 3q26 expressie daarom kunnen worden onderzocht als onderdeel van een biomarker profiel.
In veel behandelrichtlijnen wordt geadviseerd om CIN2 bij jongere vrouwen niet direct te behandelen, maar eerst een observationeel beleid te voeren. De naleving van dit advies is echter niet optimaal. In een tijd waarin "gepersonaliseerde geneeskunde" en "gedeelde besluitvorming" een belangrijke rol spelen, kan een predictiemodel voor spontane regressie van CIN2 de counseling 223 van individuele vrouwen met CIN2 verbeteren, met betrekking tot de keuze tussen wel of niet direct behandelen. In hoofdstuk 5 hebben we een dergelijk predictiemodel ontwikkeld, op basis van 129 vrouwen met CIN2 die niet primair behandeld waren, maar zijn opgevolgd gedurende 6-24 maanden. Dit resulteerde in een predictiemodel dat bestaat uit vier simpele klinische parameters: (1) roken, (2) uitslag van het laatste uitstrijkje, (3) gelijktijdige CIN1 in hetzelfde biopt en (4) het aantal biopten met CIN2. De area-under-the-curve van het model was 69.2% [95% confidence interval 58.5-79.9%], hetgeen wijst op een gemiddeld-tot-goede voorspellende waarde van het model. De voorspellende waarde van het model voor regressie is beter dan de voorspellende waarde voor persisteren. Wanneer het model een hoge kans op regressie aangeeft, kan het dus gebruikt worden om de keuze voor een observationeel beleid te onderbouwen. Op deze manier kan het predictiemodel bijdragen aan een meer gepersonaliseerde counseling van vrouwen met CIN2.
In 2017 werd een nieuw nationaal bevolkingsonderzoek voor baarmoederhalskanker geïntroduceerd, dat is gebaseerd op primaire HPV screening in plaats van primair cytologisch onderzoek van het uitstrijkje. Als gevolg hiervan zijn vrijwel alle gediagnosticeerde CIN2 afwijkingen nu hoogrisico (hr)HPV positief. Het predictiemodel dat werd beschreven in het vorige hoofdstuk werd ontwikkeld in een groep vrouwen met zowel hrHPV positieve als negatieve CIN2, waardoor het mogelijk niet van toepassing is op vrouwen met enkel hrHPV positieve CIN2. Het doel van de studie in hoofdstuk 6 was daarom het identificeren van prognostische factoren voor regressie van CIN2 in deze specifieke groep vrouwen. We analyseerden 9 potentieel prognostische factoren in 56 vrouwen met een hrHPV positieve CIN2: HPV16/18 status, p16 kleuring, KI67 kleuring, leeftijd, roken, uitslag van het laatste uitstrijkje, meerdere CIN2 afwijkingen, gebruik van orale anticonceptiepil en pariteit (aantal bevallingen). Niet-roken en nullipariteit (geen bevallingen) bleken significante prognostische factoren voor regressie van hrHPV positieve CIN2. Deze factoren moeten worden meegenomen in de counseling van vrouwen met hrHPV positieve CIN2, met betrekking tot de keuze tussen directe behandeling of observationeel beleid.
Klinische toepasbaarheid van imiquimod crème in de behandeling van hooggradige CIN
Om de klinische toepasbaarheid van imiquimod in CIN te bepalen, werd allereerst de kennis, ervaringen en meningen van gynaecologen ten aanzien van deze behandeling geïnventariseerd. Ook onderzochten wij de voorkeuren van vrouwen met hooggradige CIN voor behandeling met lisexcisie of imiquimod. In hoofdstuk 7 worden de resultaten beschreven van een vragenlijst die werd verstuurd naar alle Nederlandse gynaecologen die regelmatig kolposcopieën uitvoeren. Van de 77 respondenten was 58% op de hoogte van imiquimod als behandeloptie voor hooggradige CIN. Slechts vijf respondenten hadden het wel eens toegepast voor deze indicatie. Zij rapporteerden over het algemeen positieve behandelresultaten, maar daarbij wel veel bijwerkingen. Van alle respondenten gaf 96% aan een behandeling van CIN met imiquimod te willen overwegen in geselecteerde vrouwen, maar alleen wanneer er meer bewijs voor de werkzaamheid zou komen en als de behandeloptie werd opgenomen in de landelijke richtlijn.
De behandelvoorkeuren van vrouwen met hooggradige CIN werden onderzocht in hoofdstuk 8. Er werd een discrete choice experiment (DCE) uitgevoerd in 100 vrouwen met een afwijkend uitstrijkje in 5 ziekenhuizen in Nederland. Deze vrouwen werd gevraagd om in negen verschillende scenario's te kiezen tussen behandeling met imiquimod of lisexcisie. In elk scenario wisselden de karakteristieken van de behandeling (o.a. effectiviteit en bijwerkingen). Uit dit experiment bleek dat de meeste vrouwen een voorkeur hebben voor een lisexcisie. Zoals verwacht werd de keuze voor imiquimod beïnvloed door een kinderwens in de toekomst. Een subgroep analyse van vrouwen met een toekomstige kinderwens liet zien dat zij een lagere behandeleffectiviteit accepteren dan vrouwen zonder kinderwens in de toekomst, maar dat de effectiviteit wel minstens 72% dient te zijn. De conclusie van het onderzoek was dat behandeling met imiquimod niet geïndiceerd is voor alle vrouwen met hooggradige CIN, maar juist voor een subgroep van vrouwen met een toekomstige kinderwens, om daarmee het risico op vroeggeboorte in opvolgende zwangerschappen te beperken.
De Nederlandse behandelrichtlijn voor CIN adviseert om imiquimod toe te passen bij vrouwen met CIN 2-3 die niet primair chirurgisch behandeld willen worden. Dit advies is gebaseerd op de resultaten van slechts één gerandomiseerd onderzoek. De implementatie van een nieuwe behandelmodaliteit vereist robuust bewijs voor de effectiviteit ervan. Uit hoofdstuk 7 bleek inderdaad dat veel gynaecologen aanvullend bewijs voor de effectiviteit als voorwaarde stellen voor de klinische toepassing ervan. Om deze reden werd de TOPIC trial gestart, zoals beschreven in hoofdstuk 9a. Dit was een gerandomiseerd onderzoek, dat als doel had om de effectiviteit op korte en lange termijn van imiquimod in hooggradige CIN te onderzoeken, alsmede bijwerkingen en de kwaliteit van leven tijdens en na de behandeling. De studie bestond uit drie armen: een groep werd behandeld met een lisexcisie, een groep werd behandeld met imiquimod en in de derde groep ondergingen vrouwen een observationeel beleid gedurende maximaal 20 weken. Het doel van deze laatste arm was om prognostische biomarkers voor spontane regressie van hooggradige CIN te onderzoeken. De inclusie van vrouwen in de studie werd eerst beperkt door deze observationele arm, die daarom werd verwijderd uit de studie. Daarna bleek echter dat vrouwen niet gerandomiseerd wilden worden tussen de twee verschillende behandelingen, omdat zij over het algemeen een zeer sterke voorkeur hadden voor een van beide behandelingen. Om deze reden werd de studie vroegtijdig gestopt, zoals beschreven in hoofdstuk 9b, en gewijzigd naar een niet-gerandomiseerd onderzoek (TOPIC-3 studie). In dit onderzoek konden vrouwen zelf kiezen voor behandeling met imiquimod of lisexcisie. Naast effectiviteit, bijwerkingen en kwaliteit van leven, onderzoekt deze studie ook voorspellende factoren voor de uitkomst van behandeling met imiquimod, om daarmee vrouwen te kunnen selecteren waarbij een goed effect wordt verwacht. De TOPIC-3 studie wordt momenteel uitgevoerd in drie ziekenhuizen in Nederland (MUMC+, Erasmus MC en Catharina Ziekenhuis). Op het moment van schrijven zijn alle 120 vrouwen geïncludeerd in de studie. De eerste resultaten worden verwacht in het voorjaar van 2019.
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In hoofdstuk 10 werden de bevindingen van dit proefschrift bediscussieerd in een breder perspectief, met bespreking van de implicaties voor klinische zorg en toekomstig onderzoek. Dit proefschrift biedt handvatten voor de verdere ontwikkeling van alternatieve behandelstrategieën in hooggradige CIN, met focus op het voorspellen van spontane regressie met prognostische biomarkers en immunotherapie met imiquimod.
Conclusies, aanbevelingen en toekomstperspectieven
-Prognostisch biomarker onderzoek is uitdagend, maar korte-termijn observationele studies bieden wel degelijk een mogelijkheid voor onderzoek op dit gebied. Toekomstig biomarker onderzoek zou zich moeten richten op de ontwikkeling van samengestelde biomarker profielen of predictiemodellen, in plaats van op individuele markers, en zou moeten worden verricht volgens de PROBE criteria voor biomarker onderzoek.
-In toekomstig biomarker onderzoek zou onderscheid gemaakt moeten worden tussen CIN2 en CIN3, omdat de kans op regressie duidelijk verschilt. Dit onderscheid moet gemaakt worden op basis van conventionele histopathologische beoordeling, tot betere methoden beschikbaar zijn.
-Toegenomen expressie van 3q26, roken en pariteit kunnen worden overwogen als onderdeel van een biomarker profiel voor de spontane regressie van hooggradige CIN.
-Uit de meningen van gynaecologen en voorkeuren van patiënten blijkt dat imiquimod toegepast zou kunnen worden als niet-chirurgische behandeling in een selecte groep vrouwen, namelijk vooral bij vrouwen met een toekomstige kinderwens om zo het risico op vroeggeboorte in een volgende zwangerschap door een lisexcisie te voorkomen.
-Aanvullend bewijs voor de klinische toepasbaarheid van imiquimod in hooggradige CIN is noodzakelijk en zal worden geleverd door de TOPIC3 studie.
